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inen zur Herstellung von Partialproteomen aus einem Gesamtproteom. Insbesondere wird durch das erfindungsgemMsse Verfahren 
neben anderen Partialproteomen ein Partialproteom von Proteinen des Zellkeminneren getrennt von Proteinen des Cytoskeletts und 
^ der Kemmatrix erhalten. 



m> 2004/020646 Al llilllliliillililiil^ 



RO, RU, SC, SD, SE, SG, SK, SL, SY, TJ, TM, TN, TR, 
TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VC, VN, YU, ZA, ZM. ZW. 

(84) Bestimmungsstaaten (regional): ARIPO-Patenl (GH, 
GM, KE, LS, MW, MZ, SD, SL, SZ. Ti^ UG, ZM, ZW), 
eurasisches Patent (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD. RU, TJ, 
TM), europaisches Patent (AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE, 
DK, EE, ES, FI, FR, GB, GR, HU, IE, IT, LU, MC, NL, 
PT, RO, SE, SI, SK, TO). OAPI-Patent (BP, BJ, CF, CG, 
CI, CM. GA, GN, GQ. GW, ML. MR, NE, SN, TD, TG). 



VerofTentlicht: 

— mit iniemationalem Rechercfienbericht 

— vor Ablauf der fur Anderungen der Anspriiche gehenden 
Frist; Verdffentlichung wird wiederholt, falls Anderungen 
eintreffen 

Zur Erkldrung der Zweibuchstaben- Codes und der anderen Ab- 
kiirzungen wird auf die Erkldrungen ("Guidance Notes on Co- 
des and Abbreviations") am Anfang jeder regulUren Ausgabe der 
PCT-Gazette verwiesen. 



wo 2004/020646 



PCT/EP2003/008806 



Verfahren zur Extraktion von Proteinen 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Extraktion zellulSrer Proteine in 
Ablidngigkeit llirer subzellularen Lokalisierung (Topoiogie). insbesondere 
5 ermogliciit das erfindungsgennaBe Verfatiren durch die Aufteilung des 

Gesamtproteoms in Partialproteome die Isolierung von Proteinen des Zell- 
kerninneren als eigenstandige Fraktion und macht diese Fraktion damit 
erstmals in ausreicliender Reinheit und Quaiitat fur weitere Analysen zu- 
g^nglich. 

10 

Mit der Sequenzierung des mensclilichen Genoms eriialt die Wissenscliaft 
Zugang zum individuellen genetischen Code eines jeden Menschen. 
Daraus ergeben sich Informationen uber seine Abstammung und Herkunft. 
Fur die Untersucliung der biologischen Funktion einzelner Gene bzw. der 

15 entspreclienden Proteine ist diese Infornnation aber niclit ausreichend. Das 
komplexe Netzwerk einer Zeile lasst sicli niclit einfach durcli das Ent- 
schlussein der genomischen DNA eines Menschen charakterisieren. Eine 
Untersuciiung der Proteine, die vom Genom kodiert Werden, muss sich der 
Genomanalyse anschlieBen, da nur mit dieser Zusatzinformation das dyna- 

20 mische Geschehen des menschlichen Organismus auf molekularer Ebene 
beschreibbar ist. Auch gibt es oftmals nur eine geringe Korrelation 
zwischen der Gen-Transkription und dem entsprechenden Translations- 
produkt, so dass nur mit Hilfe der Proteomanalyse erkennbar wird, welche 
Proteine unter gegebenen EinflQssen wie stark exprimlert und eventuell 

25 posttranslational verandert werden (Allen, L.: Functional Genomics Nature 
405 (2000) 819-865; Ezzell, G.: The Business of the Human Genome 
Scientific American July (2000) 39-57). 

Um Proteine z.B. bezQglich ihres Expressionsmusters oder ihrer Funktion 
30 untersuchen zu konnen, mOssen diese zuerst fQr die entsprechenden 
Analysen zuganglich gemacht werden. 
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Die parallele Auftrennung und Analyse aller Proteine einer Zelle ist mit den 
heutigen Methoden nahezu unm6glich. Eine humane Zelle exprimiert 
zwischen 35.000 und 50.000 Proteine, die mit einem Faktor 10^ in der 
Abundanz variieren. Auch mit der momentan hochst auflosenden Protein- 

5 Trenntechnik, der 2 dimensionalen Gelelektrophorese, lassen sich maximal 
5.000 bis 10.000 Proteine mit Iioher Auf losung separieren, wobei aus 
einem Gesamtlysat hauptsiichlich die Proteine mit hoher Expressionsrate 
visualisiert werden k6nnen. Da aber in den meisten Fallen eher niedrig- 
abundante Proteine in pathologischen Prozessen involviert sind, ist unter 

10 klinlschen und diagnostischen Gesichtspunkten vor der Proteinanalyse eine 
Fraktionierung der Proteine einer Zelle in Untereinheiten, also die Her- 
stellung von Partialproteomen, erforderiich. 

Zur Klarung der Funktion eines Proteins sind verschiedene Basistecliniken 
15 wie z.B. Aktivitats-Assays Oder Proteinwechselwirkungsuntersuchungen 
entwickelt worden. Diese setzten ailerdings zumeist voraus, dass die zu 
untersuchenden Proteinen der jeweiligen Funktionsanalyse in nativem, 
nicht denaturierten Zustand zugefuhrt werden. 

20 Bin wertvolier erganzender Ansatz zur Untersuchung der Funktion von 
Proteinen ist die Analyse der subzellularen Lokalisiemng von Proteinen 
Oder deren Umverteilung in einer Zelle. Viele Regelungsvorgange in einer 
Zelle fuhren nach Wechselwirkung mit einem Signalmolekul zur Anderung 
der subzellulare Lokalisierung, wobei z.B. durch Obergang eines Proteins 

25 vom Cytosol in den Zeilkern eine Anderungen der RNA-Transkription her- 
vorgerufen wird. 

Somit steigt die Nachfrage nach standardisierten Verfahren zur Herstellung 
von Partialproteomen, welche zum einen eine Reduktion der Gesamtzahl 
30 der parallel zu untersuchenden Proteine bewirken und es zum anderen 
eriauben, die subzellulare Lokalisiemng (Topologie) ais zusatzliche Infor- 
mation in die funktionelle Proteomanalyse einzubeziehen. 
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Es sind verschiedene Methoden zur Herstellung von Partialproteomen 
bekannt, die jedoch durch die Art der Aufreinigung jeweiis nur einen Teil 
des Proteoms fQr die Analyse zuganglicli maciien. Beispiele derartiger 
5 Metlioden sind die Aufreinigung vereinzelter Zellkompartimente basiered 
entweder auf unterschiedlicher Netto-L^dung Oder unterscliiedlicher DIchte 
der Kompartimente, auf unterschiedlicher Proteinzusammensetzung, die fQr 
Affinit&tsaufreinigung genutzt werden l<ann, oder auf unterschiedlicher Los- 
lichkeit der Organellproteine in Gegenwart von speziellen Puffern. 

10 

Da bei diesen Verfahren nur ein Teil des Gesamtproteoms einer Zelle fQr 
die Analyse zuganglich gemacht wird, sind Proteine, die nicht in dem je- 
weiligen aufgereinigten Partialproteom enthalten sind, der weiteren Analyse 
nicht zuganglich. Zudem ist die Untersuchung einer topologischen Um- 

15 verteilung von Proteinen nicht moglich. Das vorherige Aufteilen des 

Probenkollektivs und die parallele Herstellung verschiedener Teilproteome 
kann die oben genannten Nachteile nur bedingt beseitigen, da diese 
Variante zum einen sehr arbeitsaufwendig ist und zum anderen die Gefahr 
birgt, dass die Proben nicht homogen sind. Zudem ist die zur Verfugung 

20 stehende Probenmenge haufig so gering, dass eine Aufteilung der Probe 
unmoglich ist. . 

Wunschenswert ware daher eine Methode, die es ermoglicht, die gesamte 
Probe in einem sequentiellen Verfahren in verschiedene Partialproteome 
25 aufzutrennen, wobei alle Proteine der Probe schlussendlich als Bestandteil 
eines der Partialproteome weiteren Analysen zuganglich sind. 

Eine bekannte Methode zur sequentiellen Aufreinigung mehrerer Zell- 
kompartimente ist die selektive Detergenz-Extraktion [1 , 2], wobei vier 
30 Fraktionen (Partialproteome) erhalten werden. Im ersten Schritt wIrd eine 
cytosolische Fraktion erhalten, in der die loslichen Proteine des Cytosols 
und Idslichen Komponenten des Cytoskeletts angereichert sind. Im zwelten 
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Schritt erhalt man eine Fraktion mit Proteinen der Membran/Organellen. 
Der dritte Schritt ergibt eine ^nukleare' Fraktion, In der nach Angaben der 
Autoren Proteine der Kemmembran sowie losliche nMkleare Proteine an- 
gereichert sein sollen. Im vierten und letzten Schritt entsteht eine Fraktion 
5 mit Proteinen des Detergenz-resistenten Cytoskeletts und der Kemmatrix. 

Seit dem Publikationsdatum der ursprQnglichen [\/lethode im Jahre 1994 
wurden verschiedene Modifikationen eingefQhrt, die sich alle ausschlieBlich 
auf den finalen Extraktionsschritt nach Solubilisierung des Zellkerns 

10 konzentrierlen (zusammengefasst in Patton, 1999 [3]). Die beschriebene 

Methode wurde fur die Untersuchung der subzellularen Redistribution eines 
Transkriptionsfaktors eingesetzt [4], welcher an der Signaltransduktion 
durch Cytokine beteiligt ist und nach der cytokin-induzierten Translokation 
in den Nukleus direkt an die DNA binden kann [5, 6, 7]. Nach den Ergeb- 

15 nissen der Autoren wurden jedoch insbesondere losliche und/oder DNA- 
assoziierte Zeilkem-Proteine gemeinsam mit Proteinen des Cytoskeletts 
und der nuklearen Matrix erst im letzten und denaturierenden Extraktions- 
schritt erhalten. 

20 Dies bedeutet, dass nach den bisher bekannten l\/lethoden fur die 

sequentielle Aufreinigung mehrerer Zellkompartimente durch selektive 
Detergenz-Extraktion [1 , 2, 3] keine eindeutige topologische Zuordnung 
nuklearer Proteine mogllch ist, da keine eigenstandige, von Komponenten 
des Cytoskeletts getrennte Fraktion erhalten wird, die insbesondere die 

25 Proteine des Zellkerninneren enthalt. 

Ein weiterer Nachteil der bekannten Extraktionsmethode ist, dass auch die 
Transkriptionsfakloren in der vierten Fraktion enthalten sind. Da Transkrip- 
tionsfaktoren typischenA^eise in einer wesentlich geringeren Menge vorkom- 
30 men als Cytoskelettproteine, wird ihre Deteklion und Analyse durch die An- 
wesenheit der Cytoskelettproteine deutlich erschwert. 
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Zudem ist die nachfolgende f unktionelle Analyse der in der vierten Fraktion 
enthaltenen Proteine stark eingeschrankt, well bei der Gewinnung dieser 
Fraktion Natriumdodecylsulfat (SDS) eingesetzt wird.^Dadurch werden die 
Proteine denaturiert und sind daher wichtigen Analyseverfahren, wie z.B. 
5 Co-lmmunoprazipitation, Enzymaktivitatstests Oder Electrophoretic Mobility 
Shift Assay (EMSA), nicht mehr zuganglich. Auch dies ist ein entscheiden- 
des Hindemis fur eine nachfolgende funktionelle Analyse dieser wichtigen 
regulatorischen Proteiriklasse. 

10 In keiner der seit 1 994 vorgenommenen Anwendungen oder auch Ver- 
anderungen des Extraktionsprotokolls wurden diese Probleme erkannt, 
geschweige denn diesbezugliche Verbesserungen vorgeschlagen. 

In eukaryontischen Zellen sind aber gerade die Proteine des Zellkerns von 

15 groBer Bedeutung fur verschiedenste Funktionen der Zelle. Der Zellkern 

macht etwa 10% des gesamten Volumens einer eukaryontischen Zelle aus 
und ist umgeben von einer nuklearen Hulle, welche aus zwei Membranen 
besteht. Die nukleare Hulle ist direkt mit dam endopfasmatischen Reticulum 
verbunden und ist mit zwei Netzwerken aus intermediaren Filamenten ver- 

20 bunden: Erstens einer dunnen Schicht von Filamenten (nukleare Lamina) 
im Inneren des Zellkerns, welche die innere Zellmembran stutzt, und 
Zweitens weniger regelmaBig organisierten intermediaren Filamenten, 
welche die auBere nukleare Membran umgeben. Diese intermediaren 
Filament-Netzwerke geben der Kemhulle somit eine gewisse Stabilitat. 

25 Umgeben von der Kernhulle ist das Nukleoplasma, welches u.a. Chromatin 
(DNA und daran assozierte Proteine) und den Nukleolus enthSlt. Zu den 
Kernproteinen Im Nukleoplasma, d.h. im Inneren des Zellkerns, gehoren 
insbesondere DNA-bindende Proteine wie Histone sowie Nichthiston- 
proteine (z.B. HMGs und Transkriptionsfaktoren), RNA-bindende Proteine, 

30 die beim RNA-Splicing und -Transport involviert sind, oder auch Skelett- 

assozierte Proteine. Die Proteine, die das Skelett im Inneren des Zellkerns, 
insbesondere die Lamina, bilden, werden bei dieser Betrachtung nicht als 
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Teil des Nukleoplasmas.bzw. des Zellkeminneren angesehen. Im folgen- 
den werden daher als Proteine des Zellkeminneren insbesondere DNA- 
bindende Proteine wie Histone sowie Nichthistonproteine (z.B. HMGs und 
Transkriptionsfaktoren), RNA-bindende Proteine, die beim RNA-Splicing 
5 und -Transport involviert sind, Oder auch Skelett-assozierte Proteine an- 
geselien. 

Versciiiedene Methoden zur vereinzelten Solubillsierung von Zellkernprotei- 
nen sind in der Literatur beschrieben, u. a. durcli Einsatz von hohen Salz- 

10 konzentrationen {>= 1 M), wobei bekannt ist, dass tiohe Salzkonzentratio- 
nen im Extraktionspuffer die Proteinwecliselwirkungen und somit die 
weiteren funktionellen Analysen, wie z.B. die Analyse von Protein- 
komplexen storen. Zusatzlich werden durcii hohe Salzkonzentrationen in 
den extrafiierten Fraktionen alle naclifolgenden proteinanalytischen 

15 Methoden wie z.B. Isoelektrische Fokussiemng (IEI=), Enzymaktivltatstests, 
EI\/ISA, ELISA, SDS-PAGE und 2DE beeintraclitigt. Welterhin werden durch 
hohe Salzkonzentrationen lelcht Cytoskelett- und Cytoskelettassoziierte 
Proteine angegriffen, was zu einer Verunreinigung der Fraktion der Zell- 
kernproteine mit Cytoskelett-Proteinen bewirken kann. 

20 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es daher, ein Verfahren berelt- 
zustellen, das im Zuge der sequentiellen Aufteilung des Gesamtproteoms in 
Partialproteome neben weiteren Partialproteomen auch die Erzeugung 
eines Partialproteoms der Proteine des Zellkeminneren emioglicht, ohne 
25 die Proteine des Zellkeminneren dabei wesentlich zu denaturieren. 

Es wurde gefunden, dass be! der Erstellung von Partialproteomen aus dem 
Qesamtproteom einer Zellpraparation, aus der nach Abtrennung der cyto- 
solischen Proteine und der Proteine der Membran/Organellen unter 
30 anderem erhaltenen Zellkempraparation, die Freisetzung der Proteine des 
Zellkeminneren effizient und uberraschend einfach bewirkt wird, ohne dabei 
die Integritat des Gytoskeletts signifikant zu beeintrachtigen, wenn die Zell- 
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kempraparation mit einar erfindungsgemaBen Salz- und Detergenzldsung 
sowie bevorzugt zusatzlich mit einer Nuklease extrahiert wird. 

Da bei der Preparation des Partialproteoms der Proteine des Zellkern- 
5 innaren die Proteine des Detergenz-resistenten Cytoskeietts und der 
nuklearen Matrix nicht In wesentlichem Umfang mitextrahiert warden, 
kdnnen diese in einem nachfolgenden sequentiellen Verfahrensscliritt als 
eigenstandige Fraktion erhalten werden. 

1 0 Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist dafier ein Verfahren zur 

sequentiellen Herstellung von Partialproteomen aus dem Gesamtproteom 
einer Zellpraparation, gekennzeichnet durch folgende Verfahrensschritte: 

a) Bereitstellen einer Probe enthaltend eine Zellpraparation 

b) Extraktlon der cytosolischen Proteine und der Membran/Organellen- 
15 Proteine aus der in Schritt a) bereitgestellten Probe, wobei eine Zell- 

kernpraparation zuruckbleibt. 

c) Extraktion der Proteine des Zellkeminneren aus der in Schritt b) 
erhaltenen Zellkernpraparatlon durch Behandlung mit einem 
Extraktionspuffer mit einem pH-Wert zwischen 6,5 und 8, der zumindest 

20 die folgenden Bestandteile enthalt: 

- insgesamt 0,1 bis 7 Massenprozent eines Oder mehrerer nicfit- 
ionischer Detergentien 

Insgesamt 0,05 bis 3 IVIassenprozent eines oder mehrerer Chol- 
saurederivate 

25 . eines Oder mehrere Saize aus der Gruppe der Alkallmetall- und/oder 

Ammoniumsaize in einer Gesamtkonzentration zwischen 75 und 500 
mMol/l, 

wobei Detergenz-resistente Proteine des Cytoskeietts und der Kern- 
matrix nicht in wesentlichem Umfang zusammen mit den Proteinen des 
30 Zellkeminneren extrahiert werden, sondern im ExtraktionsrQckstand 

verblelben. Man erhalt in Schritt c) als Extrakt demnach ein an 
Proteinen des Zellkeminneren angereichertes Partialproteom. 
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In einer bevorzugten Ausfuhrungsform enthalt der in Schritt c) eingesetzle 
Extraktionspuffer zusatzlich eine Nuklease. 

5 In einer bevorzugten AusfQhrungsform enthalt der in Schritt c) eingesetzte 
Extraktionspuffer Polyoxyethylensorbitanmonopalmitat (Tween® 40) als 
nlcht-ionisches Detergenz, Deoxycholat als Cholsaurederivat und NaCI als 
Aikalimetallsalz. 

10 In einer bevorzugten AusfQhrungsform erfoigt die Extraktion der cyto- 
solischen Proteine und der Membran/Organellen-Proteine in Schritt b) 
durch: 

b i) Extraktion der cytosollschen Proteine aus der in Schritt a) bereit- 
gestellten Probe durch selektive Permeabilisierung der Plasma- 

15 membran, ohne dabei die integritat der subzellularen Membran/ 

Organeil Strukturen, des Zeilkerns sowie des Cytoskeletts signifikant 
zu beeintrachtigen. IVIan erhalt als Extrakt ein an cytosolischen 
Proteinen angereichertes Partialproteom. 
b ii) Extraktion der Membran/Organellen-Proteine aus dem in Schritt b ii) 

20 nach der Extraktion verbliebenen Teil der Probe unter Erhaltung der 

strukturellen Integritat von Zellkern und Cytoskelett. Man erhalt als 
Extrakt ein an Membran/Organellen-Proteinen angereichertens 
Partialproteom. 

25 In einer bevorzugten Ausfuhrungsform werden in einem zusatzlichen 
Verfahrensschritt d) aus dem in Schritt c) verbliebenen Extraktions- 
riickstand die Proteine des Detergenz-resistenten Cytoskeletts und der 
Kemmatrix als weiteres Partial-Proteom extrahiert. 



30 



Gegenstand der voriiegenden Erfindung ist auch die VenA/endung des 
erfindungsgemaSen Verfahrens bei der Untersuchung der Umverteilung 
von Proteinen Oder der funktionellen Analyse von Proteinen. 
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Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist zudem ein Kit fOr die Protein- 
extralction zumindest entlialtend einen Extraktionspuffer mit einem pl-i-Wert 
zwischen 6,5 und 8, der zumindest die folgenden Bestandteiie enth&lt: 
5 - insgesamt 0,1 bis 7 l\Aassenprozent eines Oder melirerer niciit 

ionisclier Detergentien 

- insgesamt 0,05 bis 3 Massenprozent eines Oder mehrerer Clnol- 
saurederivate 

- eines Oder mehrere Saize aus der Gruppe der Ammonium- und/ 

1 0 Oder All<alimetallsalze in einer Gesamtl<onzentration zwischen 75 

und 500 mMol/l. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform enthalt der Kit zusatzlich eine 
Nuklease, die dem Extraktionspuffer zugesetzt werden kann. 

15 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform enthalt der Kit zusatzlich Puffer zur 
Extraktion der cytosolischen Proteine und/oder der Membran/Organellen- 
Proteine aus Zellpraparaten sowie einen Puffer zur Extraktion der Proteine 
des Detergenz-resistenten Cytoskeletts und der Kemmatrix. Mit dieser 
20 bevorzugten Ausfuhrungsform des Kits kann das erfindungsgemaBe 
Verfahren zur Herstellung von vier Partialproteomen aus dem Gesamt- 
proteom einer Zellpraparation durchgefuhrt werden. 

Die Eriauterungen zu den Abbildungen 1 bis 1 1 finden sich in den 
25 Beispielen 1 bis 12. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren ermoglicht erstmals die Aufteilung des 
Gesamtproteoms einer Zellpraparation in mehrere subzellulare Partial- 
proteome, wobei eines der Partialproteome angereichert ist an Proteinen 
30 des Zellkerninneren. Somit wird eine topologische Zuordnung und funklio- 
nelle Analyse erstmalig durch ein Extraktionsverfahren ermSglicht. 
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Partialproteom der Proteine des Zellkerninneren bedeutet erfindungsgemaB 
ein Partialproteom, in dem hauptsachlich Proteine des Zeiikeminneren an- 
gereichert sind. Das erfindungsgemaBe Partialproteoiri der Proteine des 
Zellkerninneren entlialt keinen oder nur einen die weiteren funktioneilen 

5 Analysen niclit storenden geringen Anteil an Detergenz-resistenten 

Protelnen des Cytoskeietts und der nukleSren Matrix. Weiterhin liegen die 
Proteine in dem nach dem erfindungsgemaBen Verfaliren erhaltllclien 
Partialproteom der Proteine des Zellkerninneren weitgeliend nlcht- 
denaturiert vor. Das bedeutet, durch den erfindungsgemaB in Scliritt c) 

10 eingesetzten Extraktionspuffer wird eine Denaturierung der Proteine so 
weltgehend vennieden, dass ein ausreichender Anteil des in Scliritt c) 
erhaltenen Partialproteoms der weiteren funktioneilen Analyse zugefuhrt 
werden kann. 

15 Als Zellpraparation konnen in dem erfindungsgemaBen Verfahren 

eukiaryontische Zellen eingesetzt werden, beispielsweise in Suspension 
kultivierte Zellen oder adharente Zellen. Auch Zellpraparate aus Gewebe 
konnen eingesetzt werde, wobei Zellen oder Zellgruppen eriialten werden, 
indem man Gewebe mittels biocfiemischem, enzymatiscliem und/oder 

20 pliysikalischem IVIitteIn zerlegt. Die Zellpraparation kann aucli andere 

eukaryontisclie Zellen enthalten wie z.B. Spheroplasten aus IHefezellen, 
Pflanzenzellen nach Entfernung der Zellwand oder auch Insektenzellen 
sowie Zellpraparate von Pilzen. Bevorzugt werden in dem erfindungs- 
gemaBen Verfahren als Zellpraparation eukaryontische Gewebekulturzellen 

25 von Saugern eingesetzt. 

Als Zeilkernpraparation werden erfindungsgemaB RQckstande der Zell- 
praparation bezeichnet, aus denen zuvor die cytosollschen Proteine sowie 
die Membran/Organelien-Proteine entfemt wurden. Bel der Entfernung 
30 dieser Proteine muss sichergestellt werden, dass die in der resultierenden 
Zeilkernpraparation enthaltenen Zellkeme noch soweit intakt sind, dass die 
Proteine des Zellkerninneren noch ubenwiegend in der Zeilkernpraparation 
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vorliegen und nicht berejts bei der Entfemung der cytosolischen Proteine 
sowie die Membran/Organellen-Proteine entfemt wurden. Diese Bedingung 
wird beispielsweise durch die im folgenden fQr die Extraktion der cytosoli- 
sclien Proteine sowie die Membran/Organellen-Proteine empfohlenen 
5 Puffersysteme gewahrleistet. Weiterhin enthSIt eine Zellkernpraparation, 
die durch Entfemung der cytosolischen Proteine sowie der Membran/ 
Organellen-Proteine aus Zellpraparationen hergestellt wurde, zumeist noch 
Bestandteile des Cytoskeletts. 

1 0 Das erfindungsgemaBe Verfahren ermoglicht die Aufteilung des Gesamt- 
proteoms der Zellpraparation in mindestens drei Partialproteome, von 
denen eines angereichert ist mit den Proteinen des Zellkerninneren. Neben 
dem Partialproteom der Proteine des Zellkerninneren konnen unterschied- 
liche weitere Partialproteome erzeugt werden. Die Art der weiteren Partial- 

1 5 proteome ist abhangig von der Art der in Schritt b) durchgef uhrten 

Extraktion sowie der im Anschluss an die Extraktion des Partialproteoms 
der Proteine des Zellkerninneren (Schritt c) vorgenommenen Extraktions- 
schritte. * ' 

20 Beispielsweise konnen die In Schritt b) extrahierten cytosolischen Proteine 
und Membran/Organellen-Proteine parallel In Form eines Partialproteoms 
extrahlert werden Oder bevorzugt sequentiell, wobei zwei Partialproteome 
(ein Partialproteom angereichert mit cytosolischen Proteinen, ein Partial- 
proteom angereichert mit Membran/Organellen-Proteinen) entstehen. 

25 ^Angereichert" bedeutet erfindungsgemSB, dass In dem jeweiligen Partial- 
proteom vonwlegend die als „angereichert" bezeichneten Proteine vor- 
liegen. Andere Proteine sind nur in einer Menge vorhanden, die die weitere 
Analyse der angereicherten Proteine nicht wesentllch beeintrachtigt 

30 In einer bevorzugten Ausfuhrungsform wird in Schritt b) zur Extraktion der 
cytosolischen Proteine die selektive Permeabilisierung der Plasma- 
membran der Zellen ohne signifikante Beeintrachtigung anderer zellularer 
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Substaikturen durch chemische Einwirkung mit einem Saponin, welches 
sich vorzugsweise in choiesterinreiche Membranen einlagert, insbesondere 
mit einem Digitonin-enthattenden Puffer, bewirkt. Alternativ kfinnte dies 
auch mit anderen Substanzen wie z.B. Streptolysin-O, enzymatischer 
5 Einwirkung mittels z.B. Lipase Oder auch Einwirkung mechanischer Krafle 
mittels Z.B. Elektroporatlon, EInfrieren/Auftauen, Filter-„ripplng", Oder deren 
Kombinationen bewirkt werden. Solche Verfahren sind In der Literatur 
beschrieben und der Fachmann bekannt. Man erhalt als Extrakt ein an 
cytosolischen Proteinen angereichertes Parllalproteom. 

10 

Nach der Extraktion der cytosolischen Proteine werden aus dem 
Extraktionsrijckstand die Membran/Organellen-Proteine unter weit- 
gehendem Erhalt der strukturellen Integritat von Zellkern und Cytoskelett 
extrahiert. Dafur eignen sich beispielsweise nicht-ionische- Detergentien 

15 Oder zwitter-ionische Detergentien unter milden Bedingungen. Insbeson- 
dere Triton® X-100 ist hierfur geeignet. Auch diese Verfahren sind in der 
Literatur beschrieben und dem Fachmann bekannt. Man erhalt als Extrakt 
ein Partialproteom angereichert mit Membran/Orgariellen-Proteinen. Als 
Extraktionsruckstand erhalt man eine Zellkernpraparation, die Verfahrens- 

20 schritt c) zugefuhrt werden kann. 

Sofern die Eigenschaften der Zellkernpraparation bezuglich der Erhaltung 
der strukturellen Integritat des Zellkems bzw. der Zellkeme fur Schritt c) 
nicht wesentlich verandert werden, kann in Schritt b) die Extraktion der 

25 cytosolischen und Membran/Organellen-Proteine auch mit anderen Mittein 
durchgefuhrt werden. Weiterhin ist es moglich, Schritt b) auch in mehr als 
zwei Extraktionsschritten zur Erstellung von mehr als zwei Tellproteomen 
durchzufuhren. Bevorzugt ist jedoch die Aufteilung in zwei Teilschritte zur 
Erstellung eines Partialproteoms, das mit cytosolischen Proteinen an- 

30 gereichert ist, und eines Partialproteoms, das mit Membran/Organellen- 
Proteinen angereichert ist. 
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Urn in Schritt b) nur ein Parlialproteom zu erzeugen, das sowohl die 
cytosolischen wie aucfi die IVIembran/Organellen-Proteine enthalt, ist es 
ausrelcliend die Zellpraparation aus Schritt a) mit Reagenzien zu behan- 
dein, wie sie oben zur Extraktion der IVIembran/Organellen-Proteine be- 
schrieben wurden, d.h. mit niclit-ionlschen Detergentien Oder zwitter- 
ionischen Detergentien unter milden Bedingungen. Hierbei werden 
Detergentien mit einem HLB-Wert zwischen 12 und 20 fQr die nicht 
denaturlerende Solubiiislerung von Membranproteinen bevorzugt. 
Insbesondere Detergentien mit hoher Aggregatzahl, wie z. B. Triton® X-100 
und NP-40, sind hierfur geeignet Eine vorherige Behandlung zur selektiven 
Extraktion von cytosolischen Proteinen (wie Behandlung mit einem 
Digitonin- enthaltenden Puffer Oder mit Streptolysin-0, enzymatische 
Einwirkung mittels z.B, Lipase oder auch Einwirkung mechanischer Krafte 
mittels z.B. Elektroporation, Einf rieren/Auftauen, Rlter-„ripping", oder deren 
Kombinationen) sind im allgemeinen nicht notwendig. 

Die nach der Extraktion der cytosolischen Proteine und der Membran/ 
Organellen-Proteine erhaltene Zellkernpraparation Wird dann erfindungs- 
gemaB in Schritt c) der selektiven Detergenzextraktion der Proteine des 
Zellkerninneren zugefuhrt. 



FQr das erfindungsgemaBe Verfahren ist bei Schritt c), der Herstellung 
eines Partialproteoms, das mit den Proteinen des Zellkerninneren an- 
gereichert ist, von groBer Bedeutung, dass die Proteine des Zellkern- 
inneren grdBtenteils an Bindungspartner, wie Nukleinsduren oder andere 
Proteine, gebunden voriiegen. Die Starke der Bindung, welche die Proteine 
des Zellkerninneren mit ihren jeweiligen Bindungspartnern eingehen, ist 
sehr unterschiedlich und teilweise abhangig von dem voriiegenden Milieu. 
So ist Z.B. die Interaktion von Histonen mit DNA-MolekQIen deutlich starker 
als die von HMGs. In dem erfindungsgemaBen Verfahren kann die Bindung 
der Proteine des Zellkerninneren an ihre Bindungspartner, insbesondere 
Nukleinsauren, gezielt fflr eine weitere Selektion der Proteine des Zellkern- 
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inneren eingesetzt werden. Je nach Wahl des Extraktionspuffers konnen 
vermehrt leicht gebundene, stark gebundene Protelne des Zellkerninneren 
Oder alle Proteins des Zellkerninneren nahezu unabhangig von ihrer 
Bindungsstarke an die jeweiligen BIndungspartner, insbesondere Nukleln- 
5 sauren, extrahlert werden. 



Der in Schritt c) venwendete Extraktlonspufferweisttypischenwelse einen 
pH-Wert zwischen 6,5 und 8 auf. Bei niedrigeren pH-Werten kSnnen ins- 
besondere Problems mit der Loslichkeit bestimmter Bestandteile, wie der 

1 0 niclit-ionischen Detergenzien oder der Cholsaurederivate, auftreten. Der 
bevorzugte pH-Bereich liegt zwischen pH 6,9 und pH 7,8. Als Puffer- 
substanzen eignen sich daher solche, die im schwach sauren bis schwach 
alkalischen Bereich puffem, wie MOPSO, BBS, MOPS, Pliosphat oder 
bevorzugt PIPES. Die Pufferkonzentration betrSgt typischenweise zwiscfien 

1 5 2-1 00 mM, bevorzugt zwischen 5 und 20 mM. 

Weiterhin enthalt der erfindungsgemaR venA^endete Extraktionspuffer ein 
Oder mehrere geeignete nicht-ionische Detergentieri in einem Anteil von 
typischenveise insgesamt 0,1 bis 7 Massen%, auf jedem Fall oberhalb der 

20 CMC, bevorzugt zwischen 0,2 und 5 Massen%. Eine Erhohung der 

Detergenzkonzentration Qber den angegebenen Bereich hinaus birgt die 
Gefahr, dass eine vermehrte Denaturieaing von Proteinen eintritt. Zudem 
kSnnen durch hohe Detergenzkonzentrationen die spateren Analyse- 
verfahren gest5rt werden. 

25 Wichtige Merkmale zur Unterscheidung von Detergentien sind beispiels- 
weise der HLB-Wert, CMC und die Aggregatzahl. 



ErfindungsgemaS geeignete nicht-ionische Detergentien sind solche, die in 
der erfindungsgemas gewahlten Konzentration in Kombination mit den 
30 anderen Bestandteilen des Extraktionspuffers bewirken, dass die bislang 
vorhandene Struktur des Zellkems aufgelost wird. Wichtig ist dabei, dass 
die vorher vorhandene Morphologie des Zellkems zerstort wird und die 
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Nukleoplasma-Proteine freigesetzt werden, ohne dass ein wesentlicher 
Anteil der Proteine des Cytoskeletts freigesetzt wird. ErfindungsgemaB 
besonders gut geeignete nicht-ionische Detergentien.sind z. B. solche mit 
einer hydrophilen Polyoxyethylen Kopf-Gruppe, welche keinen Phenylring 
5 zwischen Alkylkette und Kopfgruppe besitzen, bevorzugt Tween®-Deter- 
gentien, insbesondere Polyoxyethylensorbitanmonopalmitat (Tween® 40). 

Ein weiterer wesentlicher Bestandteil des erfindungsgemaB venA/endeten 
Extraktionspuffers sind ein Oder mehrere Cholsaurederivate. Erfindungs- 

^0 gemSB geeignete Cfiolsaurederivate sind anionisclie Detergentien. Sie 
besitzen ein Steroidgrundgerust, das eine oder mehrere gleiche oder 
verschiedene Seitenketten, wie z.B. -OH, -CHs, C2H5 oder auch bei- 
spielsweise Aminos^uren, tragt, sowie eine Carboxylgruppe am Ende einer 
Alkylkette. Besonders geeignet sind Cholsaurederivate, die - im Gegensatz 

"•5 zu nicht-ionischen Detergentien wie Triton - eine niedrige Aggregatzahl 
besitzen. Als Cholsaurederivate gelten erfindungsgemaB auch Cholsaure 
selbst sowie Saize der Cholsaure. Bevorzugt wird als Cholsaurederivat Na- 
Deoxycholat eingesetzt. 

20 In dem erfindungsgemaB In Schritt c) eingesetzten Extraktionspuffer 
werden ein oder mehrere Cholsaurederivate in einem Anteil von 
typischenA/eise insgesamt 0,05 bis 3 Massenprozent, bevorzugt 0,1 bis 2,5 
Massen% ven/vendet.Auch hier kann eine Erhohung des Anteils uber den 
angegebenen Bereich eine Denaturierung der Proteine und/oder eine 

25 Storung der weiteren Analysen bewirken. 

Weiterhin erithalt der Extraktionspuffer ein oder mehrere Alkalimetall- 
und/oder Ammonlumsaize in einer Konzentration zwischen 75 und 500 
mMol/1. Eine Erhdhung der Salzkonzentration Qber den angegebenen 
30 Konzentrationsberelch kann eine Denaturierung der Proteine und/oder eine 
Stdrung der weiteren Analysen bewirken. 
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ErflndungsgemdB bevoizugt werden Alkalimetallsaize, insbesondere 
Natrium-Saize, wie Nitrate, Sulfate, Phosphate und besonders Halogenide, 
wie Bromide oder Chloride. Besonders bevorzugt ist NaCI. 

5 Ein erfindungsgemaB besonders bevorzugter Extraktionspuffer fOr Schritt c) 
enthalt ca. 10 mM PIPES, ca. 1 Massen% Tween® 40, ca. 0,5 Massen% 
Na-Deoxycholat und ca. 350 mM NaCI. Zusatzlich kann der Extraktions- 
puffer fQr Schritt c) weitere Bestandtteile, wie z.B. Stabilisatoren oder 
Konsen/ierungsmittel enthalten. 

10 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsfonn des Verfahrens enthalt der 
Extraktionspuffer fur Schritt c) zusatzlich eine Nuklease, bevorzugt eine 
Endonuklease aus Serratia marcescens (Benzonase® der Firma Merck 
KGaA, Darmstadt). Fur die Aktivitat der Nukleasen ist es zumeist vor- 
"•5 teilhaft, dem Extraktionspuffer zusatzlich Erdalkalimetallsaize, typischer- 
weise in einer Konzentration zwischen 0.02 und 10 mMol/l, zuzusetzen. 
Besonders geeignete Saize und deren Konzentration sind je nach der 
venwendeten Nuklease zu wahlen. Beim Einsatz von Benzonase® ist 
beispielsweise MgCb in einer Konzentration zwischen 1 und 10 mM, 
insbesondere zwischen 1 und 2 mM geeignet. 

Die geeignete Menge bzw. Aktivitat der eingesetzten Nuklease richtet sich 
nach der angestrebten Dauer des Extraktionsschrittes. Je mehr Nuklease 
zugesetzt wird, desto schnelier kann die Extraktion durchgefuhrt werden. 
2^ Dabei ist jedoch zu bedenken, dass das bei der Extraktion erhaltene 

Partialproteom auch mit der Nuklease verunreinigt ist. Je mehr Nuklease 
eingesetzt wird, desto mehr Nuklease ist auch in dem Partialproteoms, das 
mit den Proteinen des Zellkeminneren angereichert ist, enthalten. Es ist zu 
beachten, dass Nukleasen bestimmte Verfahren der Proteinanalyse, wie 
Z.B. EMSA, storen. Soli das Partialproteom, das mit den Proteinen des 
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Zellkerninneren angerelchert ist, einem solchen Analyseverfahren zu- 
gefuhrt werden, muss auf den Zusatz von Nukleasen verzichtet warden. 

Wie aus Belspiel 4 und 5 ersichtlich wird, kann durch den Zusatz von 
Nuklease beeinflusst werden, ob eher schwach gebundene Oder stark ge- 
bundene Proteine des Zellkerninneren bevorzugt extrahiert werden. Wird 
dem Puffer keine Nuklease zugesetzt, so reduziert s\ch der Anteil der stark 
Nukleinsaure-gebundenen Proteine, wie der Histone. 

Die Integritat des Cytoskeletts wird durch den erfindungsgemaBen Ver- 
fahrensschritt c) zur Erstellung eines Partialproteoms der Proteine des 
Zellkerninneren nicht signifikant beeintrachtigt, so dass durch das 
erfindungsgemaBe Verfahren erstmals eine von den hoch-abundanten 
Komponenten des Cytoskeletts getrennte, in den niedrig-abundanten 
nuklearen Proteinen angereicherte Fraktion erhalten werden kann. 

ZusStzlich konnen im Anschluss an Schritt c) in einem nachfolgenden 
Extraktionsschritt aus dem verbleibenden Extraktionsrijckstand nach 
bekannten Methoden die Proteine des Detergenz-resistenten Cytoskeletts 
und der Kernmatrix als weiteres Partialproteom extrahiert werden. Geeignet 
sind dafur Z.B. SDS-haltige denaturierende Puffer. Diese Puffer konnen 
zusatzlich reduzierende Agenzien wie z. B. DTT Oder B-Mercaptoethanol 
enthalten. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren ist einfach, effizient und automatisierbar 
und vereinfacht die Detektion und Analyse der niedrig-abundanten und 
gleichzeitig phannakologisch interessantesten regulatorischen Protein- 
klassen (Membranproteine wie z.B. plasmamembranstandige Rezeptoren 
Oder DNA-assoziierte Proteine und Transkriptionsfaktoren) wesentlich. Dies 
wird durch einfache und selektive Abtrennung von hoch-abundanten 
Proteinen (z.B. Haushaltsproteine im Cytosol als auch Cytoskelettproteine) 
erreicht. Das Verfahren eriaubt erstmals die Betrachtung funktioneller 
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Proteine von Zellkern getrennt vom Cytoskelett ohne den Verlust anderer 
Partlalproteome. Die erhaltene Partialproteome konnen einer Vielzahl von 
etablierten Proteinanalyse-Techniken zugefuhrt werden. Dies eriaubt z.B. 
auch Funktionsuntersucliungen mittels Enzym Aktivitatsessays, Oder 

5 Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA) fur Zellkernproteine. AuBerdem 
ermogiicht das erfindungsgemaBe Verfahren nicht nur die topologische 
Zuordnung zellularer Proteinen, sondem auch die Analyse der dynami- 
schen Umverteilung der genannten Proteinklassen in den verschledenen 
zellularen Kompartimenten inklusive des Zellkerns, was durch bisherige 

10 Ansatze nicht moglich war. Eine seiche Analyse ergibt wichtige Information 
uber die Funktion des untersuchten Proteins, Verknupft mit gangigen 
Techniken wie z.B. der Massenspektrometrie (IVIS), 2D-Gelelektrophorese 
(2DE), Aminosaure-Sequenzierung Oder Immunoblotting kann die um- 
fassende Analyse der in der Zelle vorhandenen Proteine und deren sub- 

15 zellularer Verteilung eingesetzt werden, urn neue Proteine Oder Protein- 
funktionen zu identifizieren und auf deren Beteiligung in bestimmten 
zellularen Signalwegen hinzuweisen. Das erfindungsgemaBe Verfahren 
stent somit einen grundlegenden Ansatz dar, um sowohl physiologische als 
auch pathophysiologische zellulare Vorgange oder Veranderungen zu 

20 charakterlsieren, welche sich u.a, durch Krankheiten oder unter Einfluss 
von Medikamenten/Substanzen ergeben. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist zudem eln Kit fQr die Protein- 
extraktion, insbesondere fOr die Erstellung von Partialproteomen aus einem 
25 in einer Zellpr^paration enthaltenen Gesamtproteom, zumindest enthaltend 
eInen Extraktionspuffer mit einem pH-Werl zwischen 6,5 und 8, der zu- 
mindest die folgenden Bestandteile enthSIt: 

- insgesamt 0,1 bis 7 Massenprozent eines oder mehrerer nicht 
ionlscher Detergentlen 
30 - insgesamt 0,05 bis 3 l\flassenprozent eines oder mehrerer Chol- 

saurederivate 
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- eines oder mehrere Saize aus der Gruppe der Ammonium- 

und/oder Alkalimetailsaize in einer Gesamtkonzentration zwischen 
75 und 500 mMoI/l. 
Die fur den Extraktionspuffer fQr Scliritt c) angegebenen bevorzugten 
5 Mengen der einzelnen Bestandteile gelten ebenso fQr den Extraktionspuffer 
des Kits. Der Puffer liegt typischenweise als trockene Reagenzienmischung 
zum Auflosen in Wasser, als wassriges Konzentrat oder zum direkten Ein- 
satz in wassriger Fonn vor. 

10 In einer bevorzugten Ausfuhrungsform enthalt der Kit weiterfiin eine 
Nuklease zum Zusatz zu dem Extraktionspuffer. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform enthalt der Kit zusatzlich Puffer zur 
Extraktion der cytosolischen Proteine und/oder der Membran/Organellen- 

15 Proteine aus Zellpraparaten, Besonders bevorzugt enthalt der Kit 

Reagenzien zur Durchfuhrung der bevorzugten Ausfuhrungsform des 
erfindungsgemaBen Verfahrens, bei der aus dem Gesamtproteom einer 
Zellpraparation vier Partialproteome (Partialproteom angereichert mit 
cytosolischen Proteinen, Partialproteom angereichert mit Membran/ 

20 Organellen-Proteinen, Partialproteom angereichert mit Proteinen des 
Zellkerninneren, Partialproteom angereichert mit Proteinen des Cyto- 
skeletts und der Kernmatrix) erhalten werden. 

Genauso kann der Kit weitere Bestandteile bzw. Reagenzien aufweisen, 
25 wie zur DurchfOhrung des erfindungsgemaBen Verfahrens geeignete 

Gerate und Verbrauchsgegenstande und/oder Reagenzien zur weiteren 
Bearbeitung der Partialproteome, z.B. fOr die funktionelle Analyse oder 
Lagerung. 

30 Auch ohne weitere Ausfuhrungen wird davon ausgegangen, dass ein Fach- 
mann die obige Beschreibung im weitesten Umfang nutzen kann. Die 
bevorzugten Ausfuhrungsformen und Beispiele sind deswegen lediglich als 
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beschreibende, keinesvyegs als in irgendeiner Weise limitierende Offen- 
barung aufzufassen. 

Die vollstandige Offenbaaing aller vor- und nachsteliend aufgefuhrten 
Anmeldungen, Patente und Verdffentlicliungen, sowie der korrespon- 
dierenden Anmeldung EP 02019570.7, eingereicht am 02. September 
2002. ist durcli Bezugnahme in diese Anmeldung eingefuhrt. 
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1^ 


Mikro 


2-DE 


Zweidimensionale Gelelektrophorese 


A431 


Epithelkarzinomzellen 


Bes 


N,N-Bis(2-hydroxyethyl)-2- 
aminoethansulfonsaure 


CHO 


Chinese hamster ovary 


CMC 


Kritische Micellare Konzentration 


DAP! 


4\6-Diamidino-2-phenylindole 


DNA 


Desoxyribonucieinsaure 


DOC 


Deoxycholat 


DTT 


Dithiothreitol 
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10 



15 



20 



30 



EDTA 


Ethylendiamintetraessigsaure 


ELISA 


enzyme linked immunosorbent assay 


tzivioM 


cieciropnoreiic iviouiiiiy onin Assay 


r 1 


rraKiion i , angereicnerte cytosoiiscne 
Proteine 


CO 


rraKtion 2, angereicnerte 
Membran/Organellen Proteine 


F3 


Fraktion 3, angereicherte Kernproteine 


F4 


Fraktion 4, angereicherte 
Cytoskelettproteine 


H1,H2,-..,H4 


Histonl. Histon2 Histon4 


HEPES 


[4-(2-Hydroxyetliyl)-piperazino]- 
ethansulfonsSiure 


HLB-Wert . 


Hydrophile/Hydropliobe-Baiance 


HMG 


Higli Motility Group 


HSP70 


Hitze-Schock-Protelne 70 kDa 


lEF 


Isoelektrische Fokussierung 


KDa, kD 


Kliodalton 


L 


Liter 


KA 
M 


Molar 


mA 


Milliampere 


MCF7 


Mammakarzinomzellen 


Mes 


2-Morpliolinoethansulfonsaure 


mg 


Milligramm 


MgCIa 


Magneslumchiorid 


min 


Minuten 
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Mio 


Millionen 




mMol/i 


millimol pro Liter 




MOPS 


3-Morpholino-1 -propansuifonsaure 


5 


MOPSO 


3-(N-Mopholino)-2- 

hydroxypropansulfonsaure 




MS 


Massenspektrbmetrie 




mV 


Milli Volt 


10 


MW 


Molecular Weight 


NaCI 


Natriumciilorid 




Na-DOC 


Natrium-deoxycholat 




NP-40 


Polyethylenglycol-p-isooctyiphenylether 




Pl 


Isoelektrische Punkt 


15 


PIPES 


Piperazine-1 ,4-bis(2-ethansulfonic acid) 




PVDF 


Polwinvlidendifluorid 




RNA 


Ribonukleinsaure fribonucleic acid^ 




PI 1 


Kau mtemperatu r 


20 




w/sieosarKomzeiien 






Sodiumdodecylsulfat 




SDS-PAGE 


Sodiumdodecylsulfat- 

PolvacrvlamidaelelektroDhores^ 


25 


T25- 


Kulturflasche mit 25 cm^ Flaclie 


Kulturflasche 






T75- 


Kulturf lasche mit 75 cm^ Flaclie 




Kulturflasche 






Tris 


2 - Amino - 2 - (hydroxymethyl) - 1 ,3 - 


30 




propandiol 




Triton® X-1 00 


Octylphenoxypolyethoxyetlianol 
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5 



10 



Tween®40 


Polyoxyethylensorbitanmonopalmitat 


U 


Unit 


On 


uber Nacht 


V 


Volt 


v/v 


VolumeA/olume 


w/v 


weightA/oIume 


w/v 


weightA^olume 


WB 


Western-Blotting 



Beispiele 

Beispiel 1 : Untersuchung des Proteinmusters mittels SDS-PAGE von 
Extrakten nach selektiver Detergenz-Extraktion von eukaryon- 
tischen Zellen nach dem Stand der Technik [1, 2, 3]. 

Das Ausgangsmaterial fiir diesem Versuch waren Mammakarzinomzellen 
(MCF7), die zu 80% konfluent als adharenter Zellrasen auf einer Gewebe- 
kulturschale vorlagen. Die Durchfuhrung der Extraktionsschritte fand nach 
dem Stand der Technik statt. Auf diese Weise entstanden die Protein- 
extrakte F1-F4. Diese Proteinextrakte wurden volumenaquivalent durch ein 
12%-iges Polyaorylamidgel im elekrischen Feld aufgetrennt und mit 
Coomassie-Brilliant-Blue visualisiert . Ein solches Beispiel zeigt die 
Abbildung 1 . 

In Abbildung 1 werden folgende Bezeichnungen venA^endet: 
IVI=Marker- F1 bezeichnet die Fraktion 1 mit den cytosolischen Proteinen. 
F2 steht fur Fraktion 2 und stellt die Membran/Organellen-Proteine dar, F3 
demonstriert die im Stand der Technik [1, 2, 3] als 'nukleare^ Fraktion 
bezeichnete Fraktion 3 und F4 kennzeichnet Fraktion 4, die nach dem 



wo 2004/020646 ~ PCT/EP2003/008806 
7 -25- 

Stand derTechnlk die Proteine des Cytoskeletts und der Kemmatrix 
enthalten soil. 

Auffailig an den bei der Reproduktion des Standes der Technik erhaltenen 
5 Ergebnissen (s. Abbildung 1) 1st der im Vergleich zu den Fraktionen 1 , 2 
und 4 sehr geringe Proteingehalt der 'nuklearen' Fraklion 3. Weiterhin 
finden sich die typisclien Bandenmuster der DNA-assoziierten Histon- 
proteine (die zur Gruppe der Proteine des Zellkerninneren gefioren), in 
Fraktion 4, zusammen mit den Proteinen des Cytoskeletts. Die typischen 
10 Bandenmuster der DNA-assoziierten HIstonproteine sind In Abbildung 1 mit 
einem * gekennzeichnet. 

Dieses Ergebnis unterstutzt die Feststellung der Tatsache, dass die in der 
Uteratur [1 , 2, 3] beschriebene Metliode zur Herstellung von vier Partial- 
proteomen kein Partialproteom liefert, in dem die Proteine des Zellkern- 

15 inneren deutlich getrennt von den Proteinen des Cytoskeletts angerelchert 
sind. Die nach dem Stand der Technik erhaltliche Fraktion 3 ist nicht 
angereichert mit den Proteinen des Zellkerninneren. Diese finden sich 
vieimehr groBtenteils in Fraktion 4, In der zum einen-die Proteine nur 
denaturiert erhalten werden und zum anderen die Proteine des Cytoskeletts 

20 extrahierl werden. 

Beispiel 2: Immunoblottlng-Untersuchung der topoioglschen 
Zuordnung von Markerprotelnen In Extrakten nach selektlver 
Detergenz-Extraktion von eukaryontlschen Zellen nach dem 
25 Stand der Technik [1 , 2, 3] 

Die entsprechend Beispiel 1 gewonnenen Protelnexlrakte wurden mittels 
SDS-PAGE auf getrennt und anschlieBend auf einer PVDF-Membran 
geblottet und mit ausgesuchten Markerproteine untersucht. 

30 Die Markerproteine des Cytosols (a-b) und der Membran/Organellen (b-d) 
werden nach der Extraktion eines Zellpraparates nach dem Stand der 
Technik in den entsprechenden Fraktionen (F1 bis F4) detektiert (vergl. 
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Abb. 2). Markerprotelne,des Zellkemlnneren jedoch werden nach der 
Extraktion eines Zellpraparates nach dem Stand der Technik nicht in der 
entsprechenden, als ^nukleare^ Fraktion bezelchneten, Fraktion F3 
erhalten. Der Transkriptionsfaktor c-jun (e) sowie das DNA-assoziierte 

5 Protein Histon 1 (0 (beides Proteine des Zellkeminneren) werden nicht in 
der 'nuklearen Fraktion F3 detektiert, sondern werden erst in der letzten 
Fraktion (F4) gemeinsam mit dem hoch-abundanten Cytoskelettmarker 
Cytokeratin (g) unter denaturierenden Bedingungen freigesetzt. 
a: Calpain; b: HSP 70; c: Cadherin; d: Cytochrome P 450 reductase; e: c- 

1 0 jun; f: Histone; g: Cytokeratin 

Die Immunoblotanalyse der erhaltenen Fraktionen fur reprasentative 
IVlarkerproteine nach Detergenz-Extraktion nach dem Stand der Technik 
demonstriert, dass keine eigenstandige Fraktion fur die loslichen und DNA- 
15 assoziierten Proteine des Zellkeminneren erhalten wird. Vielmehr werden 
diese unter denaturierenden Bedingungen zusammen mit Proteinen des 
Cytoskeletts solubilisiert. Somit ist mit der IVIethode nach dem Stand der 
Technik z.B, eine eindeutige Analyse der topologischen Umverteilung der 
Proteine des Zeilkeminneren nicht moglich. 

20 

Beisplel 3: Belspielhafte Darstellung der selektiven Detergenz- 
Extraktion nach dem erfindungsgemaBen Verfahren 

Die Extraktionspuffer wurden laut Tabelle unter 3a angesetzt. Die Durch- 
25 fOhrung der Extraktion ist unter 3b ausfuhrlich beschrieben. Die Ergebnisse 
des erfindungsgemaBen Verfahrens werden in den foigenden Beispielen 
ndher beschrieben. 

a. Pufferzusammensetzung, welche fur das 3.b dokumentlerte 
30 Experiment verwendet wurde 
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f-.p fvunzen vmipn .-^ 


EXnUKTIONSPUFFER 1 


PIPES 


10 mM 


pH6,8 


DIgltonIn 


0,02% 




Saccharose 


300 mM 




Natriumchiorid 


15 mM 




EDTA 


0.5 mM 


EXTRAKTIONSPUFFER 11 


PIPES 


10 mM 


PH7,4 


Triton X.100 


0,50% 




Saccharose 


300 mM 




Natriumchlorid 


15 mM 




EDTA 


0,5 mM 


EXTRAICnONSPUFFER til 


PIPES 


10 mM 


PH7,4 


Tween-40 


1.0% 




Deoxychoiat 


0.5% 




Natriumchlorid 


350 mM 




Magneslumchtorid 


1 mM 




Benzonase 


SQQVfmi 


EXTRAfCnONSPUFFER IV 


SodiumdodecylsiJifat (SDS) 


5% 


PH7^ 


Na2HP04 


10 mM 




NaH2P04 


10 mM 



1 5 b. Beispielhafte Durchfuhrung der Extraktlon adharenter Zellen 

Die subzellulare Fraktionierung wurde mit Gewebekulturzellen in T25- 
Gewebelculturschalen durcligefuhrt. Bei der Verwendung anderer Kultur- 
gefSBe l<6nnen die Puffermengen entsprechend maBstabsgerecht an die 
20 Fiaclie der verwendeten Platte angepasst werden. FQr die Extraktion 

mQssen vitale Zellen in der logarhytmlschen Wachstumsphase bei etwa 
* 80 % Konfluenz eingesetzl werden. In diesem Beispiel sind SAOS 2-Zellen 
vePA^endet worden. 



25 1 . Die Extraktlonspuffer I, II und III auf Els, die Extraktionspuffer IV und 

den Protease Inhibitor Cocktail bei RT auftauen. 
2. Die Gewebekulturschale leicht anklppen, so dass das Medium aus der 

Kulturflasche entnommen werden kann, ohne den Zellrasen zu 

berOhren. Medienreste sorgfaltig entfernen. 
30 3, Die Gewebekulturschale leicht ankippen. Vom Rand her 2 ml eiskalten 

Waschpuffer vorsichtig zupipettieren und den Zellrasen damit uber- 
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schichten. Die Kulturschale fur 5 min unter sanftem Schuttein bei 4**C 
inkubieren. 

4. Die Gewebekulturschale leicht ankippen und den Waschpuffer sorg- 
faitig entfemen, ohne den Zellrasen zu berQhren. 
5 5. Schritte 3 und 4 wiederholen, urn Mediumbestandtelle wie z. B. BSA, 
Aminosauren und IndikatorFarbstoffe volistandig zu entfemen. 

6. 1 ml eiskalten Exlraktionspuffer I und 5 jj\ Protease Inhibitor Cocktail 
miteinander vermischen. Vorsichtig vom Rand her auf die gewasche- 
ne Gewebekulturschale pipettieren, ohne den Zellrasen zu beruhren. 

1 0 Die Zellen vorsichtig mit dam Puffer uberschichten. Unter sanftem 

Schuttein fOr 10 min bei + 4° C inkubieren. 

7. Die Gewebekulturschale vorsichtig ankippen. Die cytosolischen 
Proteinextrakte (Fraktion 1 j vorsichtig aus der Kulturflasche ent- 
nehmen, ohne den Zellrasen zu beruhren, und bis zur Verwendung 

15 am selben Tag auf Eis aufbewahren, Zur langfristigen Lagerung in 

geeigneten Mengen (z. B. 100 /yl) aliquotieren und bei -80° C auf- 
bewahren. 

8. 1 ml eiskalten Extraktionspuffer II und 5 //I Protease Inhibitor Cocktail 
miteinander vermischen. Vorsichtig vom Rand her auf die Gewebe- 

20 kulturschale pipettieren, ohne den Zellrasen zu beruhren. Die Zellen 

vorsichtig mit dem Puffer Qberschichten danach 30 min bei leichtem 
Schuttein und +4° C inkubieren 

9. Die Gewebekulturschale vorsichtig kippen. Den Extrakt mit den 
Membran/Organellen-Proteinen (Fraktion 2) vorsichtig aus der 

25 Kulturflasche entnehmen, ohne den Zellrasen zu berQhren, und bis 

zur Verwendung am selben Tag auf Eis inkubieren. Zur langfristigeren 
Lagerung in geeigneten Mengen aliquotieren und bei -80° C auf- 
bewahren. 

1 0. 500 //I eiskalten Extraktionspuffer III mit 5 //I Protease Inhibitor 

30 Cocktail und 10 //I (250 U) Benzonase® miteinander vermischen und 

vorsichtig auf die restlichen Zellbestandteile pipettieren. Unter sanftem 
SchOtteln fur 10 min bei 4°C inkubieren. 
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11. Die Gewebekulturflache vorsichtig kippen. Den Proteinextrakt mit den 
nuklearen Proteinen (Fraktion 3) vorsichtig aus der Kulturflasche ent- 
nehmen, ohne den Zellrasen zu berOhren, und bis zur VenA^endung 
am selben Tag auf Eis aufbewahren. Zur langfristigen Lagerung in 

5 geeigneten Mengen aliquotieren und bei -80'' C aufbewahren. 

1 2. 500 /jl auf Raumtemperatur temperierten Exlraktionspuffer IV und 5 //I 
Protease inhibitor Cocktail miteinander vermischen und auf den rest- 
lichen Zellrasen gegeben. Die Zellschicht I5st sich bei der Zugabe 
dieses Puffers von der Platte ab. 

10 13. Durch Hinauf- und Hinunterpipettieren mit einer 1 ml-Pipettenspitze (z. 

B. Eppendorf) suspendieren. Nach vollstandigem Losen der restlichen 
Zellbestandteile in ein Mikrozentrifugenrohrchen transferieren und bis 
zur VenA/endung am selben Tag auf Eis aufbewahren. Fraktion 4 ent- 
halt Cytoskelettproteine. Zur langfristigen Lagerung in geeigneten 

15 Mengen aliquotieren und bei -80° C aufbewahren. 



Beispiel 4: Morphologische Darstellung der Zelleh bei der 

erfindungsgemaBen Durohfuhrung der selektiven Detergenz- 
20 Extraktion 

Analog zu Beispiel 3 wurde die Proteinextraktion aus einer Zellkultur in 
einer Trs-Kulturflasche (80% mit SAQS 2-Zellen konfluent bewachsen) 
durchgefuhrt. Diese wurden vor der Extraktion, d.h. unbehandelt (Bild I), 
25 und schrittweise nach der jeweiligen selektiven Detergenz-Extraktion (Bild 
ii-iv) auf verfahrensbedingte morphologische VerSnderung mikroskopisch 
untersucht. 



Abbildung 3 zeigt ein solches Beispiel. Nach der Behandlung der Zellen mit 
30 Extraktionspuffer I (Bild ii), treten die cytosolischen Inhalte der Zellen aus, 
wobei die Zellen schrumpfen. Die integritat der Zellkerne und Plasma- 
membran bleibt weitestgehend erhalten. Nach der Inkubation der Zellen mit 
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dem Extraktionspuffer ll,(Bild iii) werden die Membran/Organellen-Proteine 
extrahiert, ohne die Integritat der Zellkeme zu beelntrachtigen. Nach der 
Inkubation des restlichen Zellmaterials mit dem Extraktionspuffer III 
(erfindungsgemSBer Verfahrensschritt c)) (Bild Iv) wird die Fraklion der 
5 Proteine des Zelikerninneren extrahiert. Das restliche Zellmaterial vwrd im 
Extraktionspuffer IV aufgenommen. Man erhait eine Fraktlon, In der die 
Cytoskelettbestandteile enthalten sind. 

P I: Extraktionspuffer I 
10 pii: Extraktionspuffer II 
P III: Extraktionspuffer III 
P IV: Extraktionspuffer IV 



i: SA0S2- Zellen unbehandelt 
15 li: SAOS2-Zellen mit Extraktionspuffer I behandelt, nach Inkubation erhait 
man Fraktlon 1 (F1) 

ill: SA0S2-Zellen mit Extraktionspuffer II behandelt, nach Inkubation erhait 
man Fraktlon 2 (F2) 

Iv: SAOS2-Zellen mit Extraktionspuffer III behandelt, nach Inkubation erhait 
20 man Fraktlon 3 (F3) 

Belspiel 5: Proteinvertellung In Extrakten nach selektiver Detergenz- 
Extraiction von eukaryontischen Zellen nach dem Stand der 
Technik [1, 2, 3] im Vergleich zur der erfindungsgemMBen 
25 Methode. 



Im erfindungsgemaBen Verfahren wurde in diesem Belspiel die Konzentra- 
tlon eines Alkallmetall-Salzes in Extraktionspuffer 3 im Vergleich zum Stand 
der Technik [1,2,3] erhSht und zusatzlich eIne Nuklease eingesetzt. Zur 
Dokumenation der erzielten Verbesserung wurde Extraktionspuffer III mit 
variierenden Saizkonzentrationen (Stand der Technik, 15 mM NaCI + 
Benzonase®, 150 mM NaCI + Benzonase® und 350 mM NaCI + 



wo 2004/020646 



PCT/EP2003/008806 



31-i 



Benzonase®) angesetzt. Die Benzonase® (unspezifische Endonuklease) 
wurde bei alien Versuchen in gleicher Konzentration eingesetzt. Alle 
anderen Parameter entsprechen den im Stand der T^chnik angegebenen, 
Als biologisches Material wurden 4 mal ca. 80% konf luente SAOS 2-Zellen 
5 eingesetzt. Die entstandenen Proteinextrakte wurden mittels Protein- 

bestimmungsmethode, welche auf Lowry-Assay basiert, untersucht und 
ausgewertet. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren deutet auf eine effizientere Extraktion 
des Zellkerns hin. Dies wird durch eine signifikante Erhohung des Protein- 
1 0 gefialts der nuklearen Fraktion (F3) und eine Abnahme der Proteinmenge 
in der Cytoskeiett-Fraktion {F4) deutlich sichtbar. 

Die Abbildung 4 zeigt die Ergebnisse der Proteinbestimmung und deren 

Verteilung auf die vier Fraktionen. 
15 Durch die Erhohung der Salzkonzentration in Puffer III kann im Zusammen- 

hang mit der Wirkung von Benzonase® eine Umverteilung von Proteinen 

aus Fraktion 4 (F4) in Fraktion 3 (F3) erreicht werden. In den Fraktionen F1 

und F2 wird enA/artungsgemaB keine signifikante Veranderung beobachtet. 

a) Stand der Technik 
20 b) 15 mM NaCI In Puffer III + Benzonase (Stand der Technik + 
Benzonase) 

o) 150 mM NaCI in Puffer III + Benzonase 

d) 350 mM NaCI In Puffer III + Benzonase 

25 Beispfel 6: Untersuchungen zur Wirkung des erfindungsgemaBen 

Extraktionspuffers (Puffer III) mIt und ohne Zusatz einer Nuklease 

In den Proteinextrakten aus Beispiel 5 wurde ebenfalls die Verteilung von 
Markerproteinen fQr die entsprechenden Fraktionen mittels immunologi- 
30 scher Methoden nach der Auftrennung durch SDS-PAGE und Blotting auf 
eine PVDF-Membran untersucht. 
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Die in Abbiidung 5 dargestelite Analyse demonstriert die Verteilung von 
Transkriptionsfaktoren (am Beispiel c-jun Abbiidung 5A) und DNA- 
assozlierten Protelnen (am Beispiel Histon 1 Abbiidung 5B) in Fraktionen 
nach selektlver Detergenz-Extraktion in Abhilngigkeit von der NaCI- 

5 Konzentration und der Einwirkung einer Nuklease. Die Integritat des 
Cytoskeietts wird nicht signlfikant beeintrdchtigt. 
Urn die Wirkung der Benzonase® zu testen, wurde in Gegenwart von 350 
mM NaCI in Extraktionspuffer III, mit und ohne Nukleasewirkung in Fraktion 
3, das Verhalten der Transkriptionsfaktoren und Histonproteine untersucht 

1 0 (Abbiidung 5C). Der Einsatz der Nuklease bei gleich bleibender NaCI- 
Konzentration emioglicht eine eindeutig erhohte Wiederfindungsrate der 
DNA-assoziierten Histon-Proteine in der Fraktion 3, wohingegen die 
Transkriptionsfaktoren in Gegenwart von 350 mM NaCI ohne Nuklease- 
wirkung extrahiert werden konnen, 

15 

Detaillierte Beschrelbung der Abbiidung 5: 

5A) Die Wiederfindungsrate des Transkriptionsfaktors c-jun in Fraktion 3 ist 
abhangig von der NaCI-Konzentration in Puffer 3. Ab einer Konzentration 
von 150 mM NaCI in Puffer 3 kann c-jun in der Fraktion 3 detektiert werden 

20 (I: c-jun/15 mM NaCI; II: c-jun/150mM NaCI; III c-jun/350 NaCI). Keine 
dieser Bedingungen beeintrachtigt die Integritat des Cytoskeietts, was 
durch die ausschlieBliche Detektion von Cytokeratin in Fraktion 4 dokumen- 
tiert ist (IV: Cytokeratin/350 mM NaCI). Bei alien Experimenten wurde 
Benzonase® eingesetzt. Bei Extraktion gemaB dem Protokoll des Standes 

25 der Technik [1 , 2, 3] wird c-jun in der vierlen Fraktion detektiert (I). 

SB) Das Verhalten von Histon 1 bei unterschiedlichen Salzkonzentrationen 
in Puffer 3. Das DNA-assoziierte Protein Histon 1 wurde erst bei 350 mM 
NaCI in Puffer 3 und gleichzeitiger Nuklease-Wirkung in Fraktion 3 
30 detektiert (I: Histon 1/15 mM NaCI; II: Histon 1/150mM NaCI; III: Histon 
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1/350 NaCI). Bei Extraktjon gemaB dem Protokoll des Standes der Technik 
[1 , 2, 3] wird HIston 1 in der vierten Fraktion gefunden (I). 

5C) In Gegenwart von 350 mM NaCI in Extraktionspuffer 3 wird o-jun 
5 unabhangig von der Nukleasewirkung in Fraktion 3 detektiert. (I: c- 

jun/Puffer 3 mit Benzonase; II: c-jun/Puffer 3 ohne Benzonase). Histon 1 
hingegen bedarf der gleichzeitigen Einwirkung von Nuklease, urn zusam- 
men mit c-jun in Fraktion 3 detektiert zu werden (III: Histone/Puffer 3 mit 
Benzonase; IV: Histone/Puffer 3 ohne Benzonase). Der Einsatz der 
10 Nuklease bei gleich bleibender NaCI-Konzentration ermoglicht eine 

erndeutig erhohte Wiederfindungsrate DNA-assoziierter Proteine In der 
Fraktion 3. 

Beispiel 7: Morphologische Darstellung von Zell-KompartimentenA 
15 Organellen bei der erfindungsgemaBen Durchfuhrung der 

selektiven Detergenz-Extraktion 
Die Selektlvitat des erfindungsgemaBen Extraktionsverfahrens fur die 
entsprechenden subzellulSren Partialproteome wurde durch Ruores- 
zenzmikroskopie dokumentiert. Die erflndungsgemaBe Proteinextraktion 
20 wurde mit einem Zellpraparat transfizierter COS-1-Zellen, ansonsten 

analog zu Beispiel 3, durchgefOhrt. Die Zellen wurden vor der Extraktion, 
d.h. nach dem Waschen (Bild I), und schrittweise nach dem jeweiligen 
Extraktionsschritt (Bild ll-V) auf verfahrensbedingte morphologische 
Ver^nderungen fluoreszenzmikroskopisch untersucht. 

25 

Abbildung 6 zeigt die subzellularen Kompartimente bzw. Organellen 
w^rend der erfindungsgemaBen Extraktion am Beispiel von COS-1 -Zellen. 
Das Waschen der Zellen zur Entfemung ansonsten storender Medium- 
bestandteile beeintrachtigt die Morphologie der Zellen nicht (Bild I). Nach 
30 der Behandlung der Zellen mit Extraktionspuffer I (Bild II), treten die cytoso- 
lischen Inhalte der Zellen aus, wobel die Integritdt der Zellorganellen, der 
Zellkeme und des Cytoskeletts weitestgehend erhalten bleibt. Nach der 
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Inkubation der Zellen mit dem Extraktionspuffer II (Bild III) warden die 
Membran/Organellen-Proteine extrahiert, wobel die Integritat der Zellkeme 
und des Cytoskeletts immer noch erhalten bleibt Nach der Inkubation des 
restlichen Zellmaterials mit dem Extraktionspuffer III (erfindungsgemSBer 
5 Verfahrensschritt c) (Bild IV) wird die Fraktion der Proteine des Zellkem- 
inneren extrahiert wobei die Integritat des Cytoskeletts weitestgehend 
erhalten bleibt. Das restliche Zellmaterial wird im Extraktionspuffer IV 
aufgenommen. Man erhalt eine Fraktion, In der die Cytoskelettbestandteile 
enthalten sind. 

10 

F 1 : Fraktion 1 
F 2: Fraktion 2 
F 3: Fraktion 3 
F4: Fraktion 4 

15 

Abbildung 6 demonstriert die Selektlvitat der erfindungsgemaBen IVIethode 
anhand der Visualisierung subzellularer Kompartimente bzw. Organellen 
vom transfizierten COS- 1 -Zellen mittels kommerzieirerhaltlichen Fluores- 
zenzfarbstoffen: Phalicidin zum AnfSrben des filamentSsem Aktincyto- 

20 skeletts, DAPI zur Visualisierung der Zellkeme, ER-Tracker™ zur 
Visualisierung der Endoplasmatisches Retikulum, MItoTracker zur 
VIsualisieaing der Mitochondrlen (als Membran/Organellen-Marker) und 
losliches, grOn-fluoreszierendes Protein (GFP), welches von den trans- 
fizierten COS-1 -Zellen exprimiert wird. und als Markerprotein fQr das 

25 Cytoplasma benutzt wird. 

Beschreibung der Abb. 6: 

A: Phallicidin, B: DAPI-Farbung, C: MitoTracker, D: ER-Tracker™, E: GFP 
I: transfizierte COS-1 -Zellen unbehandelt 
30 II: transfizierte COS-1 -Zellen mit Extraktionspuffer I behandelt, nach 
Inkubation erhalt man Fraktion 1 (F1) 
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III: transfizierte COS-1-Zellen, nach Behandlung mit Extraktionspuffer I 
zusatzlich mit Extraktionspuffer II behandelt, nach Inkubation erhalt man 
Fraktlon 2 (F2) 

IV: transfizierte COS-1-Zellen, nach Behandlung mit Extraktlonspuffern I 
5 und II zusatzlich mit Extraktionspuffer III behandelt, nach Inkubation erhait 
man Fraktion 3 (F3) 

V: transfizierte C0S-1-2ellen, nach Behandlung mit Extraktionspuffern I bis 
III zusatzlich mit Extraktionspuffer IV behandelt, nach Inkubation erhalt man 
Fraktion 4 (F4) 

10 

Beispiel 8: Protelnmuster von Extrakten und topologische 

Zuordnung von subzellularen Markerproteinen nach selektiver 
Detergenzextraktion von eukaryontischen Zellen nach 
15 erfindungsgemaBen Extraktionsverfahren 

Die Proteinextrakte, die nach erfindungsgemaBer Extraktion von SAOS 2- 
Zellen gemSB Beispiel 3a und 3b gewonnen wurdenj wurden mittels SDS- 
PAGE (10% Triclne-PAA-Gel) aufgetrennt. Die Proteine wurden an- 
20 schlieBend mit Coomassie-Brilliant-Blue detektiert. Ein solches Ergebnis ist 
In Abbildung 7A zu sehen. 

Zusatzlich wurden die Proteinextrakte nach dertrennung durch SDS- 
PAGE auf PVDF-Membranen geblottet und durch Immunoblot-Analyse 
gegen ausgesuchte Markerproteine untersucht. Die Ergebnisse sind In 

25 Abbildung 7B dargestellt. 

In Obereinstimmung mit der Proteinmengenbestimmung in Beispiel 4 und 
den morphologischen Befunden in Beispiel 6 kann hier (7A und 7B) 
demonstriert werden, dass die effiziente Freisetzung der DNA-assoziierten 
Proteine des Zellkerninneren ermdglicht wird, ohne dabel die Integritat des 

30 Cytoskeletts zu beeintrachtigen. Nach erfindungsgemaBer Extraktion einer 
Zellpraparation gemaB Beispiel 3 wird somit eine eigenstandige Fraktion 
der Proteine des Zellkerninneren erhalten, was somit erstmals die getrenn- 
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te Betrachtung f unktioneller Proteine von Zellkem und Cytoskelett ohne den 
Veriust anderer Partialproteome eriaubt. 

Detaillierte Beschreibung der Abbildung 7: 

5 7A) Nach selektiver Detergenz-Extraktion eukaryontischer Zellen anhand 
der erfindungsgemaBen Methode konnen eindeutig verschiedene Protein- 
muster der eigenstandigen subzellularen Fraktionen beobachtet werden. 
Hierbei bezeichnet F1 die Fraktion 1 mit den oytosoliscfien Proteinen. F2 
steht fur Fraktion 2 und stellt die IVIembran/Organellen Proteine dar. F3 

10 (Fraktion 3) entspricht den Proteinen des Zellkerninneren. F4 (Fraktion 4) 
schlieBlich reprasentiert die Proteine des Cytoskeletts und der Kemmatrlx. 
Im Vergleich zur Extraktion nach dem Stand der technik [1, 2, 3] (Abb. 2) 
werden deutiich mehr Proteine in Fraktion 3 detektiert, 

15 78) Verteilung von Markerproteinen auf subzellulare Fraktionen nach 
selektiver Detergenz-Extraktion. 

Nach selektiver Detergenz-Extraktion von eukaryontischen Zellen anhand 
der erfindungsgemaBen Methode 1st im Gegensatz zum Stand der Technik 
(Abb. 3) eine eindeutige topologische Zuordnung von nukleSren Marker- 

20 proteinen m6glich. Markerproteine des Cytosols und der Membran/ 

Organellen werden In den entsprechenden Fraktionen detektiert (a-d). 
Ldsliche transkriptionsfaktoren (e und f) sowie das DNA-assoziierte Protein 
Histon 1 (g) werden eindeutig in einer Fraktion der Proteine des Zellkern- 
inneren angereichert. Erst im letzten Schritt wird getrennt hiervon der hoch- 

25 abundante Cytoskelettmarker Cytokeratin (h und j) extrahlert. 

a: Calpain; b: Hitzeschock Protein 70 (HSP 70); c: Cadherin; d: Cytochrome 
P 450 reductase; e: c-fos; f: c-jun; g: HIstone; 
h: Cytokeratin; j: Vimentin 
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Beispiel 9: Proteinmuster von Extrakten und topologische 

Zuordnung von subzellularen Markerproteinen nach selektiver 
Detergenzextraktion von Darmkrebsgewebe nach 
erfindungsgemaBen Extraktionsverfahren 

5 

Ausgehend aus Darmkrebsgewebe wurden Zellcluster nach Standard- 
verfahren [8] hergestellt und mit dem erfindungsgemaSem Extraktions- 
verfahren behandelt. Daraus resultierende Extrakte wurden mittels SDS- 
PAGE aufgetrennt, auf PVDF-Membranen transferiert und durch Immuno- 

10 blot-Analyse gegen ausgewahlte Markerproteine untersucht. Die aus- 
gewahlten Markerproteine lauten wie folgt: 
I = Calpain, II = Cytochrom p 450 reductase, III = c-jun. 
In dieser Abbildung bezeichnet F1 die Fraktion 1 mit den cytosolischen 
Proteinen. F2 steht fur Fraktion 2 und stellt die Membran/Organellen 

15 Proteine dar. F3 (Fraktion 3) entspricht den Proteinen des Zellkerninneren. 
Das restliche Zellmaterial, welches in Extraktionspuffer IV aufgenommen 
werden kann, wurde in diesem Beispiel nicht untersucht. 
Die Analyse der Immunoblots mit ausgewahlten Markerproteinen bestatigt 
die Einsetzbarkeit der selektiven Detergenzextraktion nach erfindungs- 

20 gem^Ben Extraktionsverfahren mit Zetlpraparaten von Gewebe, die nach 
Standardverfahren [8] hergestellt wurden. 

Beispiel 10: Untersuchung der dynamischen.subzellularen 

Redistribution von NFkappaB, welcher an der Signaltransduktlon 
25 betelligt ist und nach zellularer Stimullerung mit TNFalpha vom 

Cytosol in den Zellkern transloziert wird. 

A431 Zellen wurden unterschiedlich lang (0, 5 und 15 Minuten) mitTNFa 
stimuliert und entsprechend dem erfindungsgemaBen Verfahren (siehe 
30 Beispiel 3) extrahiert. Die cytosolische Fraktion (F1), die Membran/ 

Organell-Fraktion (F2), die nukleare Fraktion (Fraktion der Proteine des 
Zellkerninneren) (F3) wie auch die Cytoskelett-Fraktion (F4) wurden fQr den 
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jeweiligen Stimuliemngszeitpunkt mittels SDS-PAGE getrennt. An- 
schlieBend wurde ein Immunoblot mit einem spezifischen Antikorper gegen 
NFkappaB durchgefQhrt. Die Ze'rtverlaufsanalyse demonstriert eindeutig 
eine Umvertellung von NFkappaB- aus dem Cytosol in den Zellkern. 
5 Abbildung 9a zeigt die Ergebnisse der Immunoblot-Analyse. Die Intensitat 
der Protelnbanden wurde densitometrisch bestimmt. Die gemessenen 
Daten wurden im Verhaitnis zueinander graphisch dargestellt (siehe 
Abbildung Sb). 

10 Das erfindungsgemaBe Verfahren eignet sicli, urn die dynamisciien sub- 

zelluiaren Redistribution von NFkappaB, welches an der Signaltransduktion 
beteiligt ist und nach zellulare Stimulierung mit TNFalpha vom Cytosol Im 
Zellkern transloziert wird, einfach und direkt mittels Immunoblot zu 
analysieren. 

15 

Beispiel 1 1 : Der Nachwels endogener Enzymalclivltaten nach 

selektiver DetergenzexlraWion von eukaryontischen Zellen mit 
dem erflndungsgemaBen Extraktlonsverfahfen demonstriert 
sowohi Selektivitat als auch Funktionalitat representativer 
20 Enzyme In den Extrakten I, II und III. 

Nach selektiver Detergenzextraktion von eukarontlschen Zellen mittels der 
erflndungsgemaBen Methode wurden Enzymaktivitaten von reprasentative 
Markerenzyme untersucht als . Hierbei wurde die AktMtaten fOr Calpain (a), 
als Markerenzym fur das Cytoplasma, fOr alkallschen Phosphatase (b). als 
25 Markerenzym fOr Membran/Organellen. und fOr endogene zelluiaren 

RNAsen bestimmt (c). RNAsen sind Enzyme, welche In mehrere Formen 
innerhalb der Zelle vorkommen kSnnen und abhSnglg vom Zelltyp und 
spezifischen Faktoren mit verschledenen subzeiluiaren Kompartimenten 
assoziert sein konnen. Zum Schutz zelluiarer RNA liegt RNase meist 
30 kompartlmentalisiert vor. So wurde beispielsweise einerseits RNase LX [9] 
als auch mehrere RNase A-Subtypen mit Membran/Organellen assoziert 
[101 vorgefunden, RNase HII anderseits ist im Zellkern lokalisiert [1 1]. 
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Fur die Bestimmung der Enzymaktivitat wurden Zellextrakte eingesetzt, 
welche erfindungsgemaB nach der Vorschrift in Beisplel 3 hergestellt 
wurden. Im Falle der Bestimmung der Calpain-Alctivitat als Markerenzym fur 

5 das Cytoplasma wurden hierzu Zelipraparationen humaner Hautkrebszellen 
(A 431) eingesetzt, fiir der Bestimmung der Aktivitat der alkalischen 
Phosphatase als IVIarkerenzym fQr Membran/Organellen (b) wurden 
Zellextrakte von SAOS 2-Zellen eingesetzt. Um zu dokumentieren, dass 
auch die Fraktion der Zellkernproteine nach der erfindungsgemaBen 

10 Extraktion von Zelipraparationen in nativem Zustand erhalten wird, wurde 
die endogene Aktivitat der zellularen RNAsen bestimmt, welche auch im 
Zellkem vorkommen (siehe oben). Um es zu ermoglichen, die Aktivitat 
dieser endogenen RNAsen zu bestimmen, wurden zusatzliche Zellextrakte 
von SAOS 2-ZeIlen hergestellt, wobel hierfur keine Nuklease im Extrak- 

15 tionspuffer III zugesetzt wurde 

Die Ergebnisse sind in Abbildung 10 graphisch dargestellt, und demonstrie- 
ren die Selektivitat der erfindungsgemaBen Methode zur Zellfraktionierung 
in Obereinstimmung mit den morphologischen Befunden (Abbildung 6) und 
den Ergebnissen nach der lmmunoblot-Analyse(Abbildung 7). Etwa 90 % 

20 der bestimmten Aktivitat des Calpains kann in der dem Cytoplasma zu- 
geordneten Fraktion detektiert werden. Die Aktivitat der alkalischen 
Phosphatase, welche als Membranmarker eingesetzt wurde, wird zu uber 
70 % in der Membrari/Organell-Fraktion detektiert. Die Aktivitat zellularer 
RNAsen verteilt sich nach der erfindungsgemaBen Extraktion ohne 

25 Nuklease Zusatz wie folgt: 54 % in der Membran/Organell-Fraktion, 30 % in 
der Fraktion der Zellkernproteine und 16 % in der Fraktion der Cytoskelett- 
Proteine. In der Fraktion des Cytoplasmas konnte keine RNAse-Aktivitat 
festgestellt werden. Die erfindungsgemaB eingesetzten Extraktionspuffer, 
besonders auch derjenige zur IHersteilung des Partialproteoms der Proteine 

30 des Zellkerninneren, erhalten aktive, nicht denaturierte Proteine. Somit 

eignet sich das erfindungsgemaBe Verfahren zur Analyse der subzelluiaren 
Verteilung von Enzymaktivitaten. 
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F1-F4 bezeichnen die Fraktionen 1-4. Die relative Enzymaktivitaten fQr 
Calpain (a), alkalische Phosphatase (b) und RNAse (c) sind in dieser 
Abblidung graphisch dargestelit. 



Beispiel 12: Die Fraktion der Proteine des Zellkerninneren enthalt 
funktionelle, hlnsichtlich DNA-Bindung aktive Transkriptions- 
faktoren. 

10 

CHO-K1 Zellen wurden nach dam erfindungsgemaBen Extraktions- 
verfahren (gemaB Beispiel 3) extrahiert, jedoch ohne Benzonase®-Zusatz 
im Extraktionspuffer III (Abbildung 1 1 A). Ebenfalls wurde nach einem 
Standardverfahren fur die spezielle Herstellung von nuklearen Extrakten 

15 [12] gewonnene Fraktion der Proteine des Zellkerninneren, die aktive 
Transkriptionsfaktoren enthalt, als PositivkontroIIe (Abbildung 118) 
eingesetzt AnschlieBend wurden Proben der erhaitenen nuklearen 
Fraktionen mitteis EMSA analysiert urn die vorhandene Bindungsaktivitat 
von Transkriptionsfaktoren an ein Octl-Oligonukleotid zu bestimmen. Die 

20 Analyse demonstriert eindeutig, dass die nukleare Fraktion nach dem 
erfindungsgemaBen Verfahren funktionelle, hlnsichtlich DNA-Bindung 
aktive Transkriptionsfaktoren enthalt. 

Dies ist eine beispielhafte Demonstration der breiten Anwendbarkeit des 
erfindungsgemaBen Verfahrens. 

25 

Beschreibung der Abbildung 1 1 : 

1 . mit erfindungsgemaB erhaltener Fraktion der Proteine des 
Zellkeminneren 

2. mit erfindungsgemaB erhaltener Fraktion der Proteine des 

30 Zellkerninneren + 1 0Ox nicht radioaktiv markierter Octi -Probe 

3. mit erfindungsgemaB erhaltener Fraktion der Proteine des 
Zellkerninneren+ lOOx nicht radioaktiv markierter SP1 -Probe 
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4. nach Standardverfahren erhaltene Fraktion der Proteine des Zell- 
kerninneren 

5. nach Standardverfahren erhaltene Fraktion der Proteine des Zell- 
kernlnneren + 100x nicht radioaktiv markiertem Oct1 -Probe 

5 6. nach Standardverfahren erhaltene Fraktion der Proteine des Zell- 
keminneren+ 100x nicht radioaktiv markiertem SPl -Probe 
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Anspruche 

1 . Verfahren zur sequentiellen Herstellung von Partialproteomen aus dem 
Gesamtproteom einer Zellpraparation, gekennzeichnet durch folgende 

5 Verfahrensschritte: 

a) Bereitstellen einer Probe enthaltend eine Zellpraparation; 

b) Extraktion der cytosolischen Proteine und der Membran/Organellen- 
Proteine aus der in Schritt a) bereitgestellten Probe, wobel eine 
Zellkempraparation zuruckbleibt; 

10 c) Extraktion der Proteine des Zellkerninneren aus der in Schritt b) 
erhaltenen Zellkempraparation durch Behandlung mit einem 
Extraktionspuffer mit einem pH-Wert zwischen 6,5 und 8, der zumindest 
die folgenden Bestandteile enthalt: 

. insgesamt 0,1 bis 7 Massenprozent eines oder mehrerer nicht- 
15 ionischer Detergentien 

Insgesamt 0,05 bis 3 Massenprozent eines oder mehrerer Chol- 
sdurederivate 

- eines oder mehrere Saize aus der Gruppe der Alkaiimetall- und/oder 
Ammoniumsaize in einer Gesamtkonzentration zwischen 75 und 500 
20 mlWol/l, 

wobei Detergenz-resistente Proteine des Cytoskeletts und der Kem- 
matrix nicht in wesentlichem Umfang zusammen mit den Protelnen des 
Zellkerninneren extrahiert werden, sondem im ExtraktionsrQckstand 
verbleiben. 

25 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass der in Schritt 

c) eingesetzte Extraktionspuffer zusatzlich eine Nuklease enthalt. 

3. Verfahren nach einem der Anspruche 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, 
30 dass der in Schritt c) eingesetzte Extraktionspuffer Polyoxyethylensorbitan- 

monopalmitat als nicht-ionisches Detergenz, Deoxycholat als Cholsaure- 
derivat und NaCI als Aikalimetallsalz enthalt. 
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4. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 3, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Extraktion der cylosolischen Proteine und der 
Membran/Organellen-Proteine in Scliritt b) erfolgt durcli: 
b 1) Extraktion der cytosolischen Proteine aus der in Schritt a) 
bereitgestellten Probe durch selektive Pemieabilisierung der 
Plasmamembran, ohne dabei die Integritat der subzellularen 
Membran/Organell Strukturen, des Zellkerns sowie des Cytoskeletts 
signifikant zu beeintrachtigen; 
b ii) Extraktion der l\/lembran/OrganeIlen-Proteine aus dem in Scliritt b i) 
nach der Extraktion verbliebenen Teil der Probe unter Erhaltung der 
strukturellen Integritat von Zellkern und Cytoskelett. 



5. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 4, dadurch 
15 gekennzeichnet, dass in einem zusatzlichen Verfahrensschritt d) aus dem 
in Schritt c) verbliebenen Extraktionsruckstand die Proteine des Detergenz- 
resistenten Cytoskeletts und der Kernmatrix als weiteres Partial-Proteom 
extrahiert werden. 

20 6. Kit fur die Proteinextraktion zumindestens enthaltend einen Extraklions- 
puffer mit einem pH-Wert zwischen 6,5 und 8, der zumindest die folgenden 
Bestandtelle enthSIt: 

- insgesamt 0,1 bis 7 Massenprozent eines oder mehrerer nicht- 
ionischer Detergentien 

25 - insgesamt 0,05 bis 3 Massenprozent eines oder mehrerer Chol- 

saurederivate 

- eines oder mehrere Saize aus der Gruppe der Alkalimetall- 
und/oderAmmoniumsalze in einer Gesamtkonzentration zwischen 
75 und 500 mMol/l. 



7. Kit nach Anspruch 6 zusatzlich enthaltend eine Nuklease, 
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8. Kit nach einem der AnsprQche 6 oder 7 zus§tzlich enthaitend Puffer zur 
Extraktion der cytosolischen Proteine und/oder der Membran/Organellen- 
Proteine aus Zellpraparaten sowie einen Puffer zur Extraktion der Proteine 
des Detergenz-resistenten Cytoskeletts und der Kemmatrix. 
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Abb. 4 
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Abb. 5 
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Abb. 7 
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Abb. 9 
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Abb. 10 
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Abb. 1 1 




